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10 CONCENTRE DE FIBRINOGEN TS SU DE PLASMA SANGUIN . PROCEDE 
ET INSTALTAT IQN POUR SA PREPARATION . 

Obiet de 1 ' invgnti r> n , 

La presente invention concerne un concentre de 
15 fibrinogene issu du plasma sanguin humain ou animal, et son 

procede de preparation, ainsi que 1 1 installation pour la 

preparation dudit concentre de fibrinogene. 

La presente invention concerne egalement la 

composition pharmaceutique et/ou cosmetique comprenant ledit 
20 concentre de fibrinogene. 

Arriere-Plgn technoloaique a la base de 1 ' i nvention. 

Le fibrinogene est une proteine plasmatique d'une 

importance capitale dans le processus de coagulation, et ses 

champs d f application pharmaceutique ou cosmetique recouvrent 
25 differents domaines (cicatrisation de plaies, agent de 

coagulation, constituant de colles biologiques, f ibrogenemie, 

inhibition de consequences operatoires et post-operatoires, 

. . . ) . 

La mise a disposition de proteir.es du sang, telles 
30 que le fibrinogene, necessite pour leur utilisation a des 
fins therapeutiques ou non therapeutiques des techniques de 
purification permettant d'obtenir des produits de haute 
purete et totalement depourvus de contaminants viraux (HIV, 
hepatites, parvovirus, . ..) ou de molecules biologiques 
35 telles que des anticorps ou des proteases* {Council Directive 
65/65 EEC, 75/319/EEC & 89/381 EEC) . 
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Aussi, differents procedes de traitement 
(filtration, precipitation, chromatographie d'af finite, ...) 
cnt ete proposes pour eliminer ou inactiver les contaminants 
du plasma et/ou de composes derives du plasma (facteur VIII, 
facteur de von Willebrand, f ibronectine, ...). 

Les traitements d ' inactivation virale peuvent 
consister en un traitement thermique ou chimique. 

Un traitement chimique peut par exemple consister 
en une inactivation virale par solvant-detergent telle que 
decrite dans la demande de brevet numero EP-0 131 740. 

Cependant, ces traitements thermiques ou chimiques 
d' inactivation virale ne permettent pas d' eliminer 
completement certains contaminants viraux, en particulier 
certains virus non enveloppes tels que le parvovirus B19. 

15 TTt-ati de la technique ■ 

La demande de brevet PCT/FR89/00050 (WO89/12065) . 
decrit une telle inactivation virale par solvant-detergent 
dans un procede de separation de proteines du plasma a partir 
d'une fraction solubilisee d'un cryoprecipite de plasma. 

Selon ce procede, on souraet la fraction d'un 
cryoprecipite de plasma resolubilisee dans l'eau a un 
traitement d ' inactivation virale par solvant-detergent, puis 
a une separation unique de chromatographie sur une resine 
echangeuse d' anions dont la matrice est un gel capable, de 
par ses proprietes de porosite et d ■ hydrophobic te, de 
retenir le complexe facteur VIII - facteur de von Willebrand. 
On recupere ensuite select ivement chacune des proteines par 
des augmentations successives de la force ionique du tampon 
d' elution . 

Le premier filtrat de la chromatographie contient 
principalement du fibrinogene, mais aussi de I'albumine, des 
immunoglobulines et les agents d' inactivation virale (fween 
et TNBP) . 

A partir de cette solution, le fibrinogene est 
35 ensuite purifie- (elimination des agents d ' inactivation 
virale) par une nouvelle etape de chromatographie sur coionne 
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de resine d ' heparine-sepharose . 

La fraction de fibrinogene recueillie est ensuite 
concentree et dialysee par un systeme de cassette. Le produit 
concentre est reparti en flacons et lyophilise. 

Cependant, cette technique de purification du 
fibrinogene presente 1 1 inconvenient qu'elle necessite une 
etape de purification complexe et couteuse par' 
chromatographie . 

En outre, cette technique de purification ne permet 
pas de traiter industriellement de maniere rapide des volumes 
importants de fractions enrichies en fibrinogene de haute 
purete. De meme, le concentre de fibrinogene purifie par une 
etape supplementaire de chromatographie sera depourvu de 
facteur XIII, ce qui reduirait son application en tant que 
15 colle biologique. 

Les brevets et demandes de brevet DE-30 01 435,. 
EP-0 311 950 et P.CT/GB86/00121 (WO86/05190) decrivent des 
procedes de purification de composes sanguins issus de 
fractions de plasma sanguin par precipitation a pH acide et 
20 en presence d'un acide amine. 

De tels procedes peuvent etre combines a un procede 
chimique d ! inactivation virale. 

Neanmoins, les produits obtenus par les differentes 
techniques citees ne sont pas suffisamment purs, 
25 En effet, des contaminants tels que des proteases 

ne sont pas elimines par ces techniques. 

De plus, le concentre de fibrinogene non delipide 
obtenu ne peut etre rendu soluble que tres lentement. 
Buts de 1' i nvention. 

La presente invention vise a obtenir un concentre 
de fibrinogene hautement purifie, depourvu de contaminants 
viraux (enveioppes et/ou non enveloppes) et de molecules 
biologiques telies que des proteases. 

Un autre but de la presente invention est d 1 obtenir 
un concentre de fibrinogene qui soit aisement solubilisable, 
de preference en mo ins de 10 minutes. 
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Un but complement aire de la presente invention est 
d'obtenir egalement un concentre de fibrinogene non depourvu 
de facteur XIII, de maniere a garantir son application en 
tant que colle biologique. 
5 La presente invention vise egalement a obtenir un 

precede d'obtention de ce concentre de fibrinogene issu de 
plasma sanguin, qui ne presente pas les inconvenients de 
l'etat de la technique cite, en particulier un procede qui 
soit simple, rapide et peu couteux, et qui permette d'obtenir 
10 de maniere industrielle des volumes importants de fibrinogene 
hautement purifie. 

t; 3fn>pnf<i car arteristicrues de 1 'invention. 

La Demanderesse a reussi a isoler un concentre de 
fibrinogene qui est depourvu de tous les contaminants viraux 
15 connus a ce jour, a savoir les virus enveloppes et non 
enveloppes connus, en particulier les virus de 1 "hepatite A, 
de 1' hepatite B et de 1' hepatite C, les virus HIV et les 
parvovirus (en particulier le parvovirus B19) .' 

En outre, ledit concentre de fibrinogene est 
20 caracterise par une purete particulierement elevee, 
superieure a 95%, voire superieure a 98%. La fraction 
restante dans ce concentre de fibrinogene est constitute de 
facteur XIII (la proportion du facteur XIII dans la fraction 
restante pouvant . etre superieure a 30%) et 
25 d' immunoglobulines . 

En outre, il peut egalement subsister dans ce 
concentre de fibrinogene une tres faible concentration 
d'additifs chimiques (solvants / detergents) utilises dans 
le procede' d' inactivation chimique de, ce concentre de 

30 fibrinogene. 

Cependant, les solvants / detergents detectes dans 
le produit final ne sont presents qu'a l'etat de traces, non 
toxiques. 

Avantageusement , ledit concentre de fibrinogene est 
35 egalement depourvu de proteases. 
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Avantageusement, ledit concentre de fibrinogene 
selon l 1 invention est delipide, c'est-a-dire qu'il peut etre 
rapidement et aisement solubilise en quelques minutes, de 
preference en moins de 15 minutes, voire moins de 10 minutes. 
5 En outre, le concentre de fibrinogene ne subit pas 

de coagulation apres conservation pendant plus de 12 mois a 
4° C. 

Preferentiellement, ledit concentre de fibrinogene 
comporte plus de 0,001%, de preference plus de 0,1%, de 
10 facteur XIII. 

La presente invention concerne egalement le 
procede d'obtention du concentre de fibrinogene dans lequel 
on soumet une fraction solubilisee de plasma contenant du 
fibrinogene a un traitement chimique d f inactivation virale, 

15 a une ou plusieurs etape (s) de precipitation dans une 
solution a un pH acide et comprenant un acide amine (et 
eventuellement a un ou plusieurs traitement (s) physique (s) 
(traitements par rayonnement ultraviolet, en particulier UVC) 
ou thermique(s) d 1 inactivation virale). 

20 La combinaison de ces differentes etapes permet, 

de maniere inattendue, d'obtenir par un effet synergique le 
concentre de fibrinogene selon 1' invention, dont la purete 
est superieure a 95 % et qui est depourvu de contaminants 
viraux. 

25 Avantageusement, 1' etape de precipitation a pH 

acide s'effectue a un pH compris entre 4.0 et 7.0, de 
preference entre 5.5 et 6.5. 

La concentration en acide amine (de preference la 
Glycine) dans la solution est comprise entre 0.1 et 3.3 

30 molaire, de preference entre 0.5 et 1.5 molaire. 

En outre, le procede de purification comporte, de 
preference apres chaque etape de precipitation, une ou 
plusieurs etape (s) de filtration du fibrinogene purifie. 
Preferentiellement, cette etape de filtration s ! effectue sur 

35 filtre de carbone active. 
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Les filtres carbone AKS-4 ou AKS-7, tels que ceux 
fournis par la societe ZEISS/ conviennent particulierement 
au procede de l f invention. 

Selon l" f invention, le traitement chimique 
5 d' inactivation virale consiste en un traitement par solvant- 
detergent tel que decrit dans la demande de brevet 
EP-0 131 740. 

L'etape thermique d 1 inactivation virale s T effectue 
par exemple par chauffage a une temperature superieure a 
10 80 °C, pendant une duree superieure ou egale a 10 heures, de 
preference comprise entre 24 et 72 heures, 

L'etape physique d' inactivation virale s'effectue 
par traitement de la fraction solubilisee de plasma aux 
rayons ultraviolets C, dont la longueur d'onde est comprise 
15 entre 250 et 270 nm, de preference de l f ordre de 254 run, et 
les doses d ' irradiation sont de l'ordre de 250 Joules/m 2 . 

Selon l f invention, la fraction solubilisee de 
plasma est choisie parmi le groupe constitue par la fraction 
solubilisee d'un cryoprecipite de plasma, la fraction FI de 
20 Cohn et/ou un melange d 1 entre elles. 

Selon une premiere forme d' execution preferee de 
l f invention, on soumet prealablement la fraction solubilisee 
d ! un cryoprecipite de plasma a une etape unique de 
chroma tographie sur une resine echangeuse d'ions. 
25 De preference, la resine echangeuse d'ions comporte 

une matrice constitute d'un gel capable, de par ses 
prcprietes de porosite et d 1 hydrophobicite, de retenir le 
complexe facteur VIII - facteur de von Willebrand present 
dans le plasma . 

30 En outre, selon cette forme d 1 execution preferee 

de 1' invention, le procede comporte egalement une etape dans 
laquelle on soumet prealablement la fraction solubilisee du 
cryoprecipite de plasma a un traitement de prepur if ication 
ccmprenant un traitement a 1 ' hydrcxyde d'alumine et/cu une 

35 precipitation a une temperature comprise entre 10 et 20 °C. 
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La presente invention concerne egalement la 
composition pharmaceutique et/ou cosmetique comprenant le 
concentre de fibrinogene selon 1' invention et/ou obtenu par 
le procede d'obtention selon 1' invention. 

En particulier, cette composition pharmaceutique 
et/ou cosmetique est une colle biologique telle que decrite 
dans la demande de brevet EP-0 305 243 et comprenant le' 
concentre de fibrinogene selon 1' invention. 

Un dernier aspect de la presente invention concerne 
1' installation pour la preparation d'un derive sanguin, en 
particulier d'un concentre de fibrinogene, d'une composition 
pharmaceutique, cosmetique et/ou d'une colle biologique selon 
1' invention. Ladite installation comporte un dispositif 
assurant une inactivation virale physique de la fraction 
15 solubilisee du plasma selon le procede de 1* invention. 

En particulier, le dispositif de 1 'installation de 
1' invention comporte un emetteur de rayons UVC dont la 
longueur d'onde est comprise entre 250 et 270 run, de 
preference de l'ordre de 254 nm, 1 'emetteur emettant a des 
20 doses d' irradiation de l'ordre de 250 Joules/m 2 . 
Breve description d»« figure. 

La figure 1 represente 1' analyse densimetrique sur gel 

de polyacrylamide (SDS-PAGE) du 
fibrinogene purifie par differentes 
25 methodes. 

Les figures 2 a 5 representent 1* analyse zymographique du 

fibrinogene purifie par differentes 
methodes . 

La figure 6 represente de maniere schematique une 

installation pour la preparation du 
concentre de fibrinogene selon 
1' invention. 

La presente invention sera decrite de maniere plus 
detaillee en reference aux figures annexees dans les exercples 
suivants donnes a titre d ' illustration nor. limitative de 
1 1 invention. 
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On utilise comme materiau de depart un 
cryoprecipite de plasma comprenant du fibrinogene remis en 
suspension . 

5 Cette suspension de cryoprecipite est soumise a une 

prepurif ication par traitement a I'hydroxyde d f alumine et une 
precipitation a froid. 

Cette solution prepurifiee est soumise ensuite a 
un traitement d ' inactivation virale par solvant-detergent 
10 telle que decrite dans la demande de brevet europeen 
EP-0 131 740. 

Cette fraction solubilisee est ensuite soumise a 
une etape unique de chromatographie sur une resine echangeuse 
d'ions et on recupere selectivement la premiere fraction 
15 obtenue (eluat + volume de lavage) qui est purifiee par une 
premiere etape de precipitation dans les conditions 
suivantes : 

- temperature = 25 °C 

20 - Na citrate 0,15 M, NaCl 0,15 M, Glycine 1 M 

- pH 6,1'(HC1 1 normal) 

- Glycine 1 M. 

Ensuite, on porte la temperature a +4 °C et on 

effectue une centri f ugation . 
25 On redissout le precipite dans les conditions 

suivantes : 

- pH 7.0 

- temperature = 30 °C 

- Na citrate 0,15 M, NaCl 0,15 M, Glycine 1 M 
30 - filtration AKS-4 - AKS-7 

- pH 6,1 (HC1 1 normal). 

On reporte ensuite la temperature a +4 °C et on 
effectue une centrifugation. 

Le precipite est redissout dans les conditions 

35 suivantes : 
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- temperature = 30 °C 

- Na citrate 0.0 5M, monodextrose 50 g/1 

- NaCl 0.05 M 

- pH 7. 

5 Le precipite est ensuite filtre sur un filtre de 

carbone du type AKS4-EKSP ® (SEITZ) , ■ puis concentre et 
diafiltre. Le produit concentre est ensuite sterifiltre apres 
ajout stabilisateur (sucrose), mis en flacons et lyophilise. 

Les rendements obtenus selon le procede de 
10 1' invention sont de l'ordre de 80% et la purete des produits 
atteint des valeurs de l'ordre de 98* ± 2%. 

Exempli 7. 

On utilise, comme dans l'exemple 1, comme materiau 
15 de depart, un cryoprecipite de plasma soumis a un traitement 
chimique d' inactivation virale par solvant-detergent ; mais 
sans soumettre le cryoprecipite a une etape de 
prepurif ication par chromatographic comme dans l'exemple 1. 

La purification du fibrinogene est obtenue par une 
20 seule etape de precipitation. Les rendements obtenus sont de 
l'ordre de 70 a 80% et la purete des produits atteint des 
valeurs de l'ordre de 75 a 85%. 

Le tableau 1 ci-dessous reprend les donnees 
comparatives de differentes methodes de purification du 
25 fibrinogene. 









Tableau 1, 






Rendement 
global 
% 


Purete 
% 
(e) 


Tween 80 
ppm 

(f) 


TNBP 
ppm 

<g) 


Proteases 
(h) 


30 


Methode I 
(a) 


70 - 80 


> 98 


< 10 


< 1 






Methode II 
(b) 


70 - 80 


75 - 85 


125 


< 20 






Methode III 

<c) 


> 90 


> 90 


82 


< 10 




35 


Methode IV 


nd 


70 - 80 


nd 


nd 
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(a) Le fibrinogene est purifie a partir de la premiere 
fraction obtenue selectivement a partir d'une etape 
unique de chromatographie, suivie de 2 precipitations a 
la Glycine et filtration sur filtre AKS4-EKSP S (exemple 

5 1). 

(b) Le fibrinogene est purifie a partir d f un cryoprecipite 
de plasma non pretraite par chromatographie et purifie 
par une seule precipitation (exemple 2) ♦ 

(c) Le procede est identique au procede (a) mais ne comporte 
10 . qu'une seule precipitation a la Glycine. 

(d) Le fibrinogene est purifie selon le procede decrit dans 
la demande de brevet PCT/FR89/00050 . 

(e) Analyse densi tome trique du gel de polyacrylamide (SDS- 
PAGE, voir figure 1) . 

15 (f ) La limite superieure acceptable de la concentration du 
Tween 80 doit etre inferieure a 100 ppm. 

(g) La limite superieure acceptable de la concentration du 
TNBP doit etre inferieure a 10 ppm. 

(h) La presence de proteases a ete mise en evidence par 
20 analyse zymographique (voir figure 2) . 

L' analyse dens itometri que sur gel de polyacrylamide 
(SDS-PAGE) de la figure 1 reprend differents lots de 
fibrinogenes obtenus par differents procedes selon 
25 1' invention et selon l'etat de la technique. 

Quantite de materiel depose par piste : 5 ug proteine 

- Pistes 1,8 : standards de poids moleculaires BIO-RAD ® 

"High range" 

mise en solution du cryoprecipite 
fibrinogene standard de chez Kordia S 
fibrinogene prepare a partir du cryoprecipite 
(2 precipitations a la Glycine) 

- Piste 5 : fibrinogene prepare a partir du pic A d'une 
35 colonne echangeuse c'ions (1 precipitation a 

la Glycine) 



30 - Piste 2 
- Piste 3 
Piste 4 
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Piste 6 : fibrinogene prepare a parti r du pic A d'une 
colonne echangeuse d'ions (2 precipitations 
a la Glycine) 

Piste 7 : fibrinogene prepare a partir d ! une colonne 

Heparine-Sepharose (Pharmacia) 
Les pistes 2, 3, 4 et 7 comportent une ' bande 
supplementaire (MW 300.000) de f ibronectine. 

L f analyse zymographique presentee aux figures 2 a 
5 reprend 1' analyse de differents lots de fibrinogene obtenus 
par differents procedes selon 1' invention et selon l'etat de 
la technique (sur gelatine (figure 2), sur gelatine + EDTA 
(figure 3), sur caseine (figure 4), sur caseine + EDTA 
(figure 5) ) . 

Quantite de materiel depose par piste : 500 pg proteine 

- Pistes 1,8 : standards de poids moleculaires BIO-RAD 

® "High range" 

- Piste 2 : mise en solution du cryoprecipite 

- Piste 3 : fibrinogene standard de chez Kordia ® 



- Piste 4 : fibrinogene prepare a partir du 

cryoprecipite (2 precipitations a la 
Glycine) 

25 - Piste 5 : fibrinogene prepare a partir du pic A 

d'une colonne echangeuse d'ions (1 
precipitation a la Glycine) 

- Piste 6 : fibrinogene prepare a partir du pic A 

d'une colonne echangeuse d'ions (2 
30 precipitations a la Glycine) 

- Piste 7 : fibrinogene prepare a partir d'une 

colonne Heparine-Sepharose (Pharmacia) 
Les pistes 2 et 7 indiquent clairement la presence 
de proteases. 

35 
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fygmplp 3 : Prpparat inn de fnnrpntrp f j hrinQqene & 

partir d<=> la fr action FT ( f ract i onnpment de 

mhn (voir tableaux 2 et 3), 

nhrrnrinn rfc la fraction FI. 
5 50 1 de plasma sont decongeles a 0 ± 2 °C et 

centrifuges pour obtenir le cryoprecipite. Le pH du plasma 
pauvre en cryoprecipite est amene a pH 7.2 avec du HC1 et est 
additionne par de l'ethanol (9 ± 1%). La temperature est 
maintenue a -2,5 °C. Apres deux heures .d' incubation, la 
10 suspension est centrifugee et un culot (Fraction I de Cohn 
ou FI) est obtenu (± 800 g) . 

La fraction FI est resuspendue dans du tampon 
citrate (citrate Na 0,15 M - NaCl 0,15 M - *pH 7.0 ± 0.1) a 
15 °C. De l'alhydrogel (2% concentration finale) est ajoute, 
15 et 1 * incubation se poursuit 20 minutes a 22 °C . Apres 
elimination du culot riche en proteases, le surnageant est 
filtre sur filtre clarifiant (1 urn Pall) avec un debit de 
1 1/m. Une premiere inactivation virale est menee par 
addition de solvant-detergent (8 heures en presence de 
20 Tween 80 1% et de TNBP 0,3% a 25 °C) . 
Premiere prdrini rati on a la Glycine. 

Apres inactivation, le PH est ajuste a 6.1 ±0.1 
et la concentration en Glycine est amenee a 1 M. Apres 
minimum 2 heures de precipitation a 4 °C, la suspension est 
25 centrifugee ou decantee. Le culot est dissous dans 10 fois 
son volume en tampon citrate a 30°C et le pH est ramene a 7.0 
± 0.1. 

ft imi nation tin sol v anr-ri*r*rn*ni- nar filtration absorptive 
rl ari fiante. 

30 La suspension est filtree sur charbon de type AKS-4 

ou AKS-7 (3 plaques) et filtre de type Kieselguhr EKSP (3 

plaque) (debit 700 ml/min) . 

L' elimination du solvant-detergent est plus 

efficace sur les fiitres charbon AKS-4 ou AKS-7 tels que ceux 
35 fournis par la societe ZEISS que sur les fiitres "delipided" 

tels que ceux fournis par la societe CUNO. 
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Seconde nrecinitatinn * i* f^ vr? ' nfi 

Le pH du filtrat est ramene a 6.1 ± o.l, et la 
Glycine est additionnee (concentration finale 1 M) . La 
precipitation a 4 °C dure minimum 2,5 heures . Le precipite 
est obtenu apres centrifugation ou decantation. 
Seconde filtration rixrifi*nt* i 

Le culot est dissous dans du tampon citrate 3 fois 
dilue et filtre, comme precedemment decrit. 

Concent r at inn pt riiaf i 7 r r* r j nn , 

Le filtrat de la seconde filtration est concentre 
par ultrafiltration (Filtron ©, Millipore) ("clotting assay") 
et diafiltre contre du tampon citrate 3 fois dilue. 
Addit i on de* ^rabi 1 i satyrs *t ^m^d* inarti ^ rinn V j r »i* . 

Par les rayons nlrrx vinlPt*. 

Des stabilisateurs sont additionnes au fibrinogene. 
purifie, le pH est ajuste a 7.0 ± 0.1 et la solution de 
fibrinogene peut etre traitee par des rayons UVC pour pouvoir 
inactiver notamment les virus non enveloppes (parvovirus B19, 
virus de l'hepatite A et c, ...). 
20 Filtration stf-rilisanr*, 

La solution est filtree sterilement sur filtre 
Minidisk 3 0,45 urn et 0,22 urn (Millipore). 
LVQDhilisfirinn pT tr*j foment thermiqne sever*. 

Apres lyophilisation, le fibrinogene peut etre 
25 chauffe a 80 °C pendant une duree superieure ou egale a 10 
heures, de preference pendant une duree comprise entre 24 et 
72 heures. 
Result at*. 

Le produit obtenu est caracterise par les 
30 proprietes suivantes : 

rendement : 0,4 a 1 g/1 de plasma de depart (fraction FI) 
effluent : 0,2 mg/1 de plasma 
purete : superieure a 98% 

haute concentration en facteur VIII (meme apres chauffage 
35 a sec severe) 
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absence de proteases (notaitiment de proteases dependantes 

de la vitamine K) mesurables 

produit soluble en raoins de 10 minutes 

produit caracterise par une tres grande stabilite en 
solution : pas de coagulation apres conservation pendant 
plus de 12 mois a 4 °C 
tres bas cout de production 

faible reduction de l'activite du fibrinogene ayant subi 
trois inactivations virales 



10 
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TahlPan ?, 

Plasma decongeli 
0°C 

centrifugation 



surnageant 
9% alcool ETOH 
-2,5°C 



Cryoprecipite 



Centrifugation 



* Surnageant 
Culot = FI de Cohn 
Decongelation 

Dissolution a 15 °C 
Tampon citrate 

i 

addition 2% albydrogel 
T° 22° ± 2°C 

I 

Precipitation 

* ► Cuiot 

INACTIVATION VIRALE N° 1 
+ Tween 80 
TNBP 
6a 10b 

I 

Addition glycine 1M 
pH 6,1 ± 0,1 

I 

T° 4°C 

I 

Centrifugation ou decantation 
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Tableau 3, 

Le culot est mis en solution. 
Tampon citrate 

i 

Filtration AKS4 
EKSP 

PH 7.0 + 0.1 



Filtrat + glycine 1M 
pH 64 
T° -> 4°C 



Centrifugation — 

Decantation 

i 

Culot dissous 

Citrate Na 0,05 M 
NaCl 0,05 M 
pH 7,0 ± 0,1 



Filtration 
AKS-4 - EKSP 



Concentration 
et dialyse 
INACTIVATION VI RALE N° 2 



UVC 



Addition stabilisateurs 

1 

Filtration sterile 

i 

lvophtlisation 

1 

T N ACTIVATION VIRALE N° 3 
Chauffage severe (DH) 



i 
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■I nsta ll at i on pour l a preparation rin conrpnrr p d P fibr^ n ^r^ 
selon 1 ' invention ■ 

La figure 6 annexee represente de maniere 
schematique une installation pour. la preparation du concentre 
5 de fibrinogene selon 1' invention. 

Cette installation comprend des dispositifs (1 et 
2) assurant la precipitation, la centrifugation/decantation, 
filtration, concentration et dialyse du concentre de 
fibrinogene selon 1* invention et adaptable par l'homme du 

10 metier en fonction du derive sanguin traite. 

En outre, cette installation comporte un dispositif 
(portant le repere de reference 3 dans la figure 6 annexee) 
assurant par un traitement physique une inactivation virale 
du derive sanguin. 

15 L' installation selon la presente invention peut 

done etre utilisee pour un traitement physique d f inactivation 
virale de tout derive sanguin, en particulier celle des 
facteurs de coagulation (facteur VIII, facteur IX, ...), des 
immunoglobulines, de 1 ' albumine, du fibrinogene, ... . 

20 Ce dispositif comprend un tube de disinfection UV 

dont plus de 90"* de l 1 emission s'effectue entre 250 et 
270 run, de preference a 254 nm, et qui est monte dans une 
enceinte reflectante qui renvoie le rayonnement vers un tube 
en quartz ou en materiau polymerise et non absorbant dans 

25 cette zone de longueur d f onde. Aucun contact n'est possible 
entre le produit circulant dans le tube 4 et la lampe UV 5. 

Un systeme de turbulence, tel qu'une baffle ou une 
injection d T azote, permet de maintenir un flux homogene dans 
le tube. Le systeme de controle de la quantite d'UV qui 

30 irradie le tube est place du cote oppose du tube par rapport 
a la lampe. Le temps de maintien du produit peut etre a juste 
pour obtenir une dose constante d 1 irradiation . Le diametre 
du tube peut etre adapte au volume a traiter ainsi que la 
puissance ou la longueur de la lampe ae disinfection. La 

35 temperature est controlee et enregistree tant a 1 ' mterieur 
de l'enceinte que dans le liquide. 
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Tout le systeme est en materiaux en accord avec les 
bonnes pratiques cie production pharmaceutique (GMP) , comme 
de l'inox 304, du Teflon, . et peut etre traite de maniere 
sanitaire sur place. 
5 L 1 utilisation d'un tel systeme de raybnnement UV, 

en particulier de rayonnement UVC, permet d'inactiver les 
virus, notamment les virus non enveloppes, en particulier les 
virus simple brin tels que le parvovirus murin (5 a 6 log 
d 1 inactivation virale) . 
10 Le systeme est place en aval du procede de 

preparation du derive sanguin, par exemple avant la 
filtration sterilisante ou apres 1 ' ultrafiltration . 

La puissance de la lampe UV est comprise entre 18 
et 132 Watts. L'activite des preparations (facteur VIII, 
15 fibrinogene et IgG) utilisees est peu affectee (5% en moyenne 
de reduction d'activite) . 

Le dispositif peut etre construit d'un seul tenant 
ou en modules juxtapose places en serie. Les doses 
d' irradiation varient entre 100 et 2000 Joules/m 2 , mais sont 
20 de preference de l'ordre de 250 Joules/m . 

Le dispositif de disinfection UV utilise dans 
1 ' installation selon 1* invention est de type s.p.l 
(AQUAFINE S, Valencia, CA (USA)).. 

25 fxpthpTs 5 : Anaiv^P du concentre rift f i frrinogene — se l on 

1 ' invent ion. 

Le tableau 4 donne une analyse des caracteristiques 
du concentre de fibrinogene prepare a partir d'une fraction 
solubilisee de plasma constitute par la fraction solubilisee 
30 d'un cryoprecipite. de plasma soumis a une etape unique de 
chromatographic sur une resine echangeuse d'ions (effluent 
•chromato), eventuel lement traitee par un chauffage severe 
(effluent chromato DH) ou obtenue par le traitement de la 
fraction I de Cohn (FI), eventueilement traitee par un 
35 chauffage severe ( FI DH) . 



WO 96/02S7J 



PCT/BE95/00069 



19 



Cette analyse montre que le produit obtenu presente 
une purete particulierement elevee, superieure a 98. 
presente de tres faibles proportions de solvants "/ 
detergents, mais conserve une fraction importance de facteur 
XIII assurant 1 ■ application du concentre de fibrinogene selon 
1 invention en tant que colle biologique. 

Tahlpan 4 



Fraction de 
depart 

Effluent 
chromato 
Effluent 
chromato DH 



Purete (%) 



>98 



>98 



n»g FXIIl/i 



35 



0,7 



ppm Tween 80 



13 



17 



ppm TMBP 



<0, 5 



<0, 5 
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p,T; v r l r j T?T r * TTONS - 

1. Concentre de fibrinogene, caracterise en ce 
qu'il est depourvu de contaminants viraux et en ce que sa 
purete est superieure a 95 %. 

2. Concentre de fibrinogene selon la revendication 
1 caracterise en ce que sa purete est superieure a 98 %. 

3. Concentre de fibrinogene selon l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est 

depourvu de proteases. 

4. Concentre de fibrinogene selon l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est 

delipide. ^ con( _ entr . de fibrinog ene selon l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il ne 

15 subit pas de coagulation apres conservation pendant plus de 
12 mois a une temperature de 4 °C. 

6 Precede d'obtention du concentre de fibrinogene. 
selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que 1'on soumet une fraction solubilisee- 

20 de plasma comprenant du fibrinogene a un traitement chimique 
d'inactivation virale et a une ou plusieurs etape(s) de- 
-.precipitation dans une solution comprenant un acide amine et 

a pH acide • ... 

7. Precede selon la revendication 6, caracterise 

25 en ce.aue le P H de la solution est compris entre 4.0 et 7.0, 
de preference entre 5.5 et 6.5. 

8 Precede selon la revendication 6 ou 1 , 
caracterise en ce que la concentration en acide amine dans 

*mi- r o o l et 3.3 molaire, de 
la solution est comprise entre o.i et 

30 preference entre 0.5 et 1.5 molaire. 

9. Precede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes 6 a 8, caracterise en ce que 

I'acide amine est la Glycine. 

^ - -j • -j ^ l'une quelconaue des 

10. Procede selon -l uue 

35 revendications precedentes 6 a 9, caracterise en ce qu'il 
comporte, de ■ preference apres chaque etape de precipitation, 
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P u :; lf :i. plusieurs ^ peis> de mtra "° n - 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise 
en ce cue !■ etape de filtration ^effectue sur fiUre de 

5 carbone active. 

12. Procede selon 1'une quelconque des 
revocations precedentes 6 a 11, caracterise en ce que le 
tra.tement cheque d' inactivation virale consiste en un 
traitement par addition de solvant-detergent . • 

„ 13 " Pr ° C<§d6 Selon l'«ne quelconque des 
revendication. precedentes 6 a 12, caracterise en ce qu'il 
comporte egalementune etape thermique deactivation virale 
de preference par chauffage de la fraction solubilisee de 
Plasma a une temperature superxeure ou egale a 80 -c. pendant 
une duree superieure ou egale a 10 heures. 

14. Procede selon 1'une quelconque des 
revend.cations precedentes 6 a 13, caracterise en ce qu'il 
comporte egalement une etape physique deactivation virale 
Par traitement de la fraction solubilisee de plasma au rayons 
ultraviolets C. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise 
en ce que la majorite de 1'emission du ravonnement UVC 
s'effectue entre 250 et 270 nm et que les doses d ' irradiation 
sont de l'ordre de 250 Joules/m 2 . 

16. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes 6 a 15, caracterise en ce que la 
fraction solubUisee du plasma est choisie parmi l e groupe 
constitue par la fraction solubilisee d'un cryoprecipit. de 
Plasma, la fraction FI de Cohn et/ou un melange d'entre 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise 
en ce que ia fraction solubilisee de cryoprecipite de plasma 
est prealablement soumise a une etape unique de 
cr.romatographie sur une resine echangeuse d'ions. 

le. Procede selon la revendication 17, caracterise 
en ce que la resine echangeuse d'ions comporte une matrice 
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constitute d'un ,.1 capable de par ses propriety de poro.it* 
et d' hydrophobic^ de retenir le complexe facteur VIII - 

facteur de von willebrand. 

19 Precede selon la revendication 17 ou 18, 
caracterise en ce que 1 • on soumet prealablement la fraction 
solubilisee du cryoprecipite de plasma a un traitement de 
^purification comprenant un traitement a 1'hydroxyde 
d'alumine et/ou une precipitation a une temperature comprise 

entre 10 et 20 °C. . 

20 comoosition pharmaceutique et/ou cosmetique 

comprenant le concentr. de fibrino,*ne selon 

aes revendications 1 » 5 ou obtenue selon le precede de 1 une 
quelconque des revendications 6 a 19. 

2- Colle biologique comprenant le concentre de 
fibrinogene selon 1'une quelconque des revendications 1 » S 
ou obtenue selon le procod* de 1'une quelconque des 

revendications 6 a 19- 

22 installation pour la preparation d'un concentre 

de fibrinogens selon 1'une quelconque des ""^"""^ 
» 5 d'une composition pharmaceutic, cosmetize et/ou d une 
colle biologique selon les revendications 20 et 21 
caracterise en ce qu'elle comporte un dispositif (3, assurant 
une inactivation v.rale de la fraction solubilisee de plasma 
contenant du fibrinoq.ne selon le proc*d. de 1'une quelconque 
25 des revendications 14 et IS. 

23 installation selon la revendication 22. 
caracterisee en ce que le dispositif comporte un emetteur de 
rayons UVC dont la longueur d'onde est comprise entre 250 et 
210 nm, de preference de 1'ordre de 254 nm. a des doses 



20 



30 



d' irradiation de 1'ordre de 250 Joules/m 2 
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WO, A, 89 12065 (CENTRE REGIONAL 0E 
TRANSFUSION SANGUINE DE LILLE) 14 Decembre 
1989 

cite dans la demande 
voir le document en entier 

W0.A.86 05190 (CENTRAL BLOOD LABORATORIES 

AUTHORITY) 12 Septembre 1986 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

EP.A.O 555 135 (ASSOCIATION D'AQUITAINE 
POUR LE DEVELOPPEMENT DE LA TRANSFUSION 
SAN...) 11 Aout 1993 
voir le document en entier 
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cite dans la demande 

voir le document en entier 

W0, A, 93 05067 (BAXTER INTERNATIONAL) 18 
Mars 1993 

voir page 32 - page 39 
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